
２０２０年１２月　第２２卷　第１２期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｄｅｃ２０２０　Ｖｏｌ２２　Ｎｏ１２

·基础研究·

△ ［基金项目］　厦门大学大学生创新创业训练计划项目（１０３８４２０１７２０９）；福建省自然科学基金面上项目（２０１７Ｊ０１１４４）
 ［通信作者］　吴彩胜，副教授，研究方向：药物分析与药物代谢；Ｅｍａｉｌ：ｗｕｃｓｈ＠ｘｍｕｅｄｕｃｎ
ａ 并列第一作者

基于液相色谱高分辨质谱技术和多重质量亏损
过滤技术的大鼠血浆中大黄素代谢产物鉴定

△

程慧玲１，陈佳云１ａ，朱春艳１，韩璐营２，努尔斯曼古丽·阿布都艾尼１，付东鹏１，吴彩胜１

１厦门大学 药学院，福建　厦门　３６１００２；
２佳木斯大学 药学院，黑龙江　佳木斯　１５４００７

［摘要］　目的：利用高效液相色谱高分辨质谱法（ＨＰＬＣＨＲＭＳ）和多重质量亏损过滤法（ＭＭＤＦ）识别和鉴定大
鼠血浆中大黄素的代谢产物。方法：利用ＨＰＬＣＨＲＭＳ技术自动采集生物样品中化合物的高分辨质谱数据集；采用
高分辨提取离子流（ＨＲＥＩＣ）提取可能的大黄素可预知代谢产物；根据可预知代谢产物的结果，采用ＭＭＤＦ将体内高
暴露量的４个可预知代谢物（Ｍ９、Ｍ１１、Ｍ１５和Ｍ１８）与大黄素作为模板化合物，采用窄范围过滤（质量数：±１００，
质量亏损过滤范围：±００２５），进行不可预知的代谢产物分析。结果：快速识别并鉴定了大黄素的１８个代谢物，
其中３个（Ｍ４、Ｍ１３和Ｍ１６）为首次发现。与传统的质量亏损过滤（ＭＤＦ）技术相比，该方法能够更显著地降低假阳
性结果。结论：建立了一种简便、可靠、高效率的大黄素体内代谢物鉴定方法，证实大黄素主要代谢途径为葡萄糖

醛酸化、磺酸化等结合反应，为大黄素体内研究提供参考。

［关键词］　大黄素；高效液相色谱高分辨质谱技术；多重质量亏损过滤技术；代谢产物
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大黄素（１，３，８三羟基６甲基蒽醌，ｅｍｏｄｉｎ）是
一种天然的蒽醌类化合物，存在于多种中药中，如掌叶

大黄 ＲｈｅｕｍｐａｌｍａｔｕｍＬ、虎杖 Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍｃｕｓｐｉｄａｔｕｍ
ＳｉｅｂｅｔＺｕｃｃ和何首乌 ＰｏｌｙｇｏｎｉｍｕｌｔｉｆｌｏｒｕｍＴｈｕｎｂ。
现代研究表明，大黄素具有抗炎、抗癌、抗菌、利

尿、保护神经系统、免疫抑制等多种药理活性，可

用于治疗关节炎、胰腺炎、阿尔茨海默病、动脉粥

样硬化、慢性阻塞性肺病等疾病［１５］。但是大黄素也

存在一些不良反应，会造成脂质过氧化、ＤＮＡ氧化
和蛋白质损伤［６］，在高浓度或长期服用时，可能会

导致肝、肾、生殖损伤［７］。

近年来，大黄素在细胞和分子水平的生物学效

应研究取得了较大进展，在临床上有广泛应用，可

与其他药物配伍使用，常用来增加化学药物治疗的

敏感性［８］。但其体内研究相对较少，特别是针对其

血浆暴露物质的研究少有开展，主要是肝微粒体或

者尿、胆汁样品中的检测。Ｘｕ等［９］利用超高压液相

色谱飞行时间质谱，在鼠肝微粒体孵育体系中找到
大黄素Ⅰ相代谢物１４个。Ｗｕ等［１０］借助液相色谱联

合三重四级杆质谱，在口服大黄素的大鼠尿液和胆

汁中共找到３５个代谢物，并推断葡萄糖醛酸结合是
大黄素主要的代谢途径。一般认为，药物发挥作用，

主要是入体的化学物质，也就是血浆中的暴露物质。

为了更好地揭示大黄素的药效作用物质基础，探究

其潜在的药物药物相互作用，本研究运用高效液相
色谱高分辨质谱法（ＨＰＬＣＨＲＭＳ）采集大黄素入体
成分的质谱数据集；采用高分辨提取离子色谱法

（ＨＲＥＩＣ）提取大黄素可预知代谢产物；采用改进的
多重质量亏损过滤法（ＭＭＤＦ）识别大黄素的不可预
知代谢物；识别和鉴定口服大黄素后大鼠血浆中的

暴露成分，为后续大黄素的开发利用提供参考。

１　材料

１１　实验动物

雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ３只，清洁级，体质量 １８０～
２２０ｇ，购自上海斯莱克实验动物有限公司，生产许
可证编号：ＳＣＸＫ（沪）２０１７０００５，适应性喂养 １周
后进行实验。

１２　试药

大黄素（批号：ＨＥ１５２８６８ＲＧ１，纯度＞９５％，宝
鸡辰光生物有限公司）；色谱纯甲醇、乙腈及美国化

学学会标准（ＡＣＳ）级甲酸均购自 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；分析纯氯化钠（广州市金华大化学试剂
有限公司）；超纯水由ＭｉｌｌｉＱ型净水系统自行制备。

１３　仪器

ＱＥｘａｃｔｉｖｅ型液质联用仪、Ｍｅｔｗｏｒｋｓ１３０２００
软件、Ｘｃａｌｉｂｕｒ３０６３３化学工作站数据处理系统
（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；Ｄ３０２４Ｒ型离心机
［大龙兴创实验仪器（北京）有限公司］。

２　方法

２１　大黄素溶液配制

准确称取大黄素５０００ｍｇ，加入０９％ＮａＣｌ溶液
１０ｍＬ，超声助溶５ｍｉｎ，即得质量浓度为５ｍｇ·ｍＬ－１

的大黄素溶液。

２２　给药与取样

雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠３只，给药前禁食２４ｈ，自由
饮水，眼眶取血收集空白血样。大鼠以５０ｍｇ·ｋｇ－１

的剂量灌胃给予大黄素溶液，给药后分别于 ０５、
１５、３０、６０、９０、１２０、２４０ｈ取血［１１］，置于

含有１％肝素钠的离心管中，以４５００ｒ·ｍｉｎ－１、４℃
离心１０ｍｉｎ（离心半径８５ｃｍ），取上清液，－２０℃
冰箱保存。

２３　样品前处理

分别取各时间点血浆样品１５０μＬ（每只大鼠取
５０μＬ）置于离心管中，加入 ３倍量的甲醇乙腈
（１∶１），涡旋３０ｓ混合均匀，以４０００ｒ·ｍｉｎ－１、４℃
离心１０ｍｉｎ（离心半径８５ｃｍ），取上清液至离心管
中，３７℃氮吹。在吹干的样品中加入７０％甲醇１００μＬ
复溶，超声处理５ｍｉｎ，涡旋混匀，以１２０００ｒ·ｍｉｎ－１、
４℃离心 １０ｍｉｎ（离心半径 ８５ｃｍ），取上清液待
分析。

２４　分析条件

２４１　色谱条件　色谱柱为 ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＣＳＨ
Ｃ１８（５０ｍｍ×２１ｍｍ，１７μｍ）；流动相为０３％甲
酸（Ａ）乙腈（Ｂ），梯度洗脱（０～１ｍｉｎ，５％～２０％Ｂ；
１～２ｍｉｎ，２０％～４０％Ｂ；２～５ｍｉｎ，４０％～６０％Ｂ；５～
８ｍｉｎ，６０％～８０％Ｂ；８０～９２ｍｉｎ，８０％～９５％Ｂ；
９２～１００ｍｉｎ，９５％Ｂ；１００～１０１ｍｉｎ，９５％ ～
５％Ｂ；１０１～１５０ｍｉｎ，５％Ｂ）；流速为０３ｍＬ·ｍｉｎ－１；
柱温为３５℃；进样量为３μＬ；检测波长为２７０ｎｍ。
２４２　质谱条件　电喷雾离子源（ＥＳＩ），负离子检
测模式；喷雾电压：３８ｋＶ；毛细管温度：２６０℃；
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鞘气（Ｎ２）流速为４０ａｒｂ；辅助气（Ｎ２）流速为１０ａｒｂ；
扫尾气（Ｎ２）流速为２ａｒｂ；套管透镜（ＴｕｂｅＬｅｎｓ）电
压为 １２０Ｖ；扫描质量数为 ｍ／ｚ１００～１０００；采用
ＦｕｌｌＭＳｄｄＭＳ２方式进行扫描。

２５　数据处理

在ＴｈｅｒｍｏＸｃａｌｉｂｕｒ３０６３３化学工作站数据处
理系统中，利用高分辨提取离子流（ＨＲＥＩＣ），对检
测样品中可预测的代谢产物进行识别鉴定。采用

Ｍｅｔｗｏｒｋｓ１３０２００软件对一级高分辨质谱数据进行
处理，基于质量亏损数，设置不同的过滤模板：

１）以母药为模板化合物，质量亏损为 ±００５；２）以
母药为模板化合物，质量亏损为 ±００９；３）以母药
和４个暴露量较高的可预测代谢物为模板化合物，
设定相对窄的范围，质量数为±１００，质量亏损过滤
范围为±００２５，从而识别出大黄素血浆样品中的不
可预测代谢产物；４）文献调研，补充代谢物；５）结
合质谱碎片数据及裂解规律，推断出代谢产物的可

能结构式，过程见图１。

图１　代谢物鉴定流程

３　结果

３１　ＨＲＥＩＣ分析结果

利用ＨＲＥＩＣ分析所采集的高分辨一级数据，结
合 Ｍｅｔｗｏｒｋｓ１３０２００所提供的可预测代谢途径，
找到１０个代谢物，主要为大黄素或其同分异构体经
磺化、葡萄糖醛酸化或羟基化得来的。记录大黄素

及１０个代谢物在不同时间点的峰面积，制作体内经
时变化热图（见图 ２）。通过对比，发现代谢物在
１２ｈ血浆中的暴露量相对较高，因此选取１２ｈ血浆
样品图谱进行ＭＭＤＦ处理。通过比较其暴露强度和
准分子离子峰信息，确定了代谢物Ｍ９、Ｍ１１、Ｍ１５、

Ｍ１８和大黄素作为 ＭＭＤＦ操作的模板，其高分辨准
分子离子峰分别为 ［Ｍ －Ｈ］－ ｍ／ｚ４６１０７３，
４４５０７７，２８５０４０，３４９００２，２６９０４４。

图２　大黄素和１０个代谢产物的体内经时变化热图

３２　ＭＭＤＦ分析结果

传统质量亏损过滤技术（ＭＤＦ）主要采用母药
（或者母药的核心结构单位）作为模板化合物。若使

用±００５作为过滤范围（见图３Ａ），有可能丢失一
些结构变化较大的代谢产物。而将过滤范围扩大

至±００９时（见图 ３Ｂ），则产生大量干扰峰，由于
内源性物质的含量高，因此代谢物的丰度降低，影

响代谢产物的分析。

注：Ａ采用母药作为过滤模板，±００５作为过滤范围；Ｂ采

用母药作为过滤模板， ±００９作为过滤范围；Ｃ采用母药及

４个代谢物作为过滤模板，窄范围过滤（质量数范围： ±１００，

质量亏损过滤范围： ±００２５）；蓝色峰为大黄素；绿色峰为

ＭＭＤＦ处理后新挖掘的代谢产物；红色峰为假阳性峰；黄色峰

为ＭＭＤＦ处理前已找到的代谢产物。

图３　不同过滤参数搜寻代谢物的效果对比

·７８９１·
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本研究采用改进的 ＭＭＤＦ技术，通过增加体内
高暴露量的４个不同相对分子质量代谢物作为模板
化合物，使用 ±００２５进行窄范围过滤（见图３Ｃ）。
结果表明，该策略不仅大大减少了假阳性结果，而

且能够发掘出更多的代谢产物，具有更好的实际运

用价值。

３３　代谢物结构鉴定

根据二级质谱图，结合 ＭＭＤＦ处理前后得出的
一级数据以及文献调研数据，共从大鼠血浆样本中

鉴定了１８个代谢物（见图４），其中有１２个首次在
血浆样品中发现，有３个（Ｍ４、Ｍ１３和Ｍ１６）未在其
他文献中报道［１０，１２１４］。同时，ＭＭＤＦ处理方式也存
在一定的局限性，如 Ｍ１、Ｍ３无法找到，需通过文
献调研进行补充。母药大黄素和代谢产物的质谱数

据和结构鉴定结果见表１。通过ＤＡＳ（３０版）软件计
算大黄素和各代谢产物的曲线下面积（ＡＵＣ），分析体

内暴露量（见图５），Ｍ９（大黄素 ＋ＧｌｕＡ）为体内暴
露量最高的代谢物，Ｍ６（大黄素 ＋ＧｌｕＡ＋ＳＯ３）、
Ｍ７（大黄素＋ＧｌｕＡ）、Ｍ１６［大黄酸（异构体）＋Ｏ＋
ＳＯ３］、Ｍ１１（大黄素 ＋Ｏ＋ＧｌｕＡ）和 Ｍ１５（大黄素 ＋
ＳＯ３）次之，可推测大黄素进入体内后主要代谢途径
为葡萄糖醛酸结合、磺酸化等结合反应，也有部分

进行羟基化等氧化还原反应（见图６）。

注：绿色表示ＭＭＤＦ处理后找到的代谢物；红色表示ＭＭＤＦ处

理前找到的代谢物；蓝色表示文献调研找到的化合物。

图４　大黄素和代谢产物的ＨＲＥＩＣ图

表１　大黄素及其代谢产物的质谱数据和结构鉴定结果

编号
ｔＲ／
ｍｉｎ

化合物 分子式
［Ｍ－Ｈ］－（ｍ／ｚ）

实测值 理论值

偏差

（×１０－６）
二级数据

Ｍ１ ３１１ 大黄素＋２ＧｌｕＡ Ｃ２７Ｈ２５Ｏ１７ ６２１１１０ ６２１１０９ ０４５ ＭＳ２ ［６２１］２６９０４５（１００），２７００４８（１１），
２２５０５５（１１）

Ｍ２ ３５５ 大黄素＋Ｏ＋ＧｌｕＡ Ｃ２１Ｈ１７Ｏ１２ ４６１０７３ ４６１０７１ ３４９ ＭＳ２ ［４６１］２８５０４０（１００），２８６０４３（１０），
２４１０５０（８）

Ｍ３ ３６５ 大黄素＋２ＧｌｕＡ Ｃ２７Ｈ２５Ｏ１７ ６２１１１０ ６２１１０９ ０４５ ＭＳ２ ［６２１］２６９０４５（１００），２２５０５５（１１），
２７００４９（８）

Ｍ４ ３７２ 大黄素（异构体）－Ｈ２＋Ｏ＋ＧｌｕＡ Ｃ２１Ｈ１５Ｏ１２ ４５９０５７ ４５９０５５ １８９ ＭＳ２ ［４５９］２３９０３４（１００），２８３０２４（７９），
２１１０３９（３７），１８３０４４（１１），８５０２７（７）

Ｍ５ ３９５ 大黄酸（异构体）＋Ｏ＋ＧｌｕＡ Ｃ２１Ｈ１５Ｏ１３ ４７５０５２ ４７５０５０ １８４ ＭＳ２ ［４７５］２９９０１９（１００），２５５０３０（１６），
２１１０３９（１５），２２７０３４（１０），１８３０４４（５）

Ｍ６ ３９６ 大黄素＋ＧｌｕＡ＋ＳＯ３ Ｃ２１Ｈ１７Ｏ１４Ｓ ５２５０３４ ５２５０３３ １９２ ＭＳ２ ［５２５］２６９０４５（１００），２２５０５５（１１）

Ｍ７ ４１３ 大黄素＋ＧｌｕＡ Ｃ２１Ｈ１７Ｏ１１ ４４５０７７ ４４５０７６ ０７３ ＭＳ２ ［４４５］２６９０４５（１００），２２５０５５（２１），
２７００４９（１１）

Ｍ８ ４１５ 大黄素＋Ｏ＋ＧｌｕＡ Ｃ２１Ｈ１７Ｏ１２ ４６１０７２ ４６１０７１ ０８７ ＭＳ２ ［４６１］２８５０４０（１００）

Ｍ９ ４５０ 大黄素＋ＧｌｕＡ Ｃ２１Ｈ１７Ｏ１１ ４４５０７７ ４４５０７７ １０４ ＭＳ２ ［４４５］２６９０４５（１００），２２５０５５（１３），
２７００４８（１０），２４１０５０（５）

Ｍ１０ ４６０ 大黄素＋Ｏ Ｃ１５Ｈ９Ｏ６ ２８５０４０ ２８５０３９ ４０９ ＭＳ２ ［２８５］２８５０４０（１００），２５７０４５（２２），
２８６０４３（１３），２０１０５５１５（１１），１８７０３９３５（７）

Ｍ１１ ４６８ 大黄素＋Ｏ＋ＧｌｕＡ Ｃ２１Ｈ１７Ｏ１２ ４６１０７３ ４６１０７１ ３４９ ＭＳ２ ［４６１］２８５０４０（１００），２５７０４５（１３），
２８６０４４（１０），２４１０５０（５）

Ｍ１２ ４７８ 大黄素＋ＳＯ３ Ｃ１５Ｈ９Ｏ８Ｓ ３４９００２ ３４９００１ ４０８ ＭＳ２ ［３４９］２６９０４５（１００）２４００４３（２３），
２７００４８（７）

Ｍ１３ ４８６ 大黄素＋ＧｌｕＡ－Ｈ２Ｏ Ｃ２１Ｈ１５Ｏ１０ ４２７０６７ ４２７０６５ ２９４ ＭＳ２ ［４２７］２６９０４５（１００），２２５０５５（１６），
２４１０５１（８）

Ｍ１４ ５２２ 大黄素＋Ｏ＋ＳＯ３ Ｃ１５Ｈ９Ｏ９Ｓ ３６４９９７ ３６４９９６ ３２９ ＭＳ２ ［３６４］２８５０４０（１００），２８６０４４（１２），
２４１０５１（６）
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续表１

编号
ｔＲ／
ｍｉｎ

化合物 分子式
［Ｍ－Ｈ］－（ｍ／ｚ）

实测值 理论值

偏差

（×１０－６）
二级数据

Ｍ１５ ５８７ 大黄素＋ＳＯ３ Ｃ１５Ｈ９Ｏ８Ｓ ３４９００２ ３４９００１ ４０８ ＭＳ２ ［３４９］２６９０４５（１００），２２５０５４（２４）

Ｍ１６ ６３６ 大黄酸（异构体）＋Ｏ＋ＳＯ３
Ｃ１５Ｈ７Ｏ１０Ｓ ３７８９７６ ３７８９７５ ３３７ ＭＳ２ ［３７８］２９９０２０（１００），７８９５７（２０），

２１１０３９（１５），２５５０３０（１３），９２０８２（５）

Ｈ ６８６ 大黄素 Ｃ１５Ｈ９Ｏ５ ２６９０４５ ２６９０４４ ２０４ ＭＳ２ ［２６９］２６９０４５（１００），２２５０５５（３０），
２７００４９（１３），２４１０５０（１０）

Ｍ１７ ７５２ 大黄素（异构体）＋ＳＯ３ Ｃ１５Ｈ９Ｏ８Ｓ ３４９００２ ３４９００１ ４０８ ＭＳ２ ［３４９］２６９０４５（１００），２２５０５５（１３）

Ｍ１８ ７６４ 大黄素（异构体）＋Ｏ Ｃ１５Ｈ９Ｏ６ ２８５０４０ ２８５０３９ ３５３ ＭＳ２ ［２８５］２８５０４０（１００），２８６０４３（９），
２５７０４５（６），２４１０５０（５），９２０７５（８）

　　注：为文献未报道过的代谢产物。

注：ＡＵＣ为各时间点峰面积×ｈ。

图５　大黄素和代谢产物的体内暴露量

４　讨论

目前，随着各种串联高分辨质谱的发展，使用

一个简单、普适的采集方法自动获得生物样品中药

物入体成分的质谱数据集已经成为成熟的通用检测

方法。但由于仪器自动采集的质谱数据中包含大量

无效的质谱数据，如何在后处理中高效而全面地识

别出药物入体成分的相关信息，已成为运用串联高

分辨质谱进行药物吸收、分布、代谢、排泄（ＡＤＭＥ）
研究的首要关键问题［１５］。在过去的十余年间，各种

质谱数据集挖掘技术被先后开发出来，以满足体内

图６　大黄素的体内代谢途径

·９８９１·
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代谢产物识别和鉴定的需要，包括 ＨＲＥＩＣ、ＭＤＦ、
中性丢失过滤（ＮＬＦ）和产物离子过滤（ＰＩＦ）等。
ＨＲＥＩＣ可有效检测可预测代谢物。ＭＤＦ能根据代谢
物质量亏损的情况及核心结构的相似性来搜寻未知

代谢物［１６］。ＭＭＤＦ在ＭＤＦ的基础上增加了更多的过
滤模板，可对任何代谢物的类似结构进行搜索，使分

析结果更具全面性［１７］。但模板化合物的增多势必会

增加无效数据的量，因此需要缩小质量范围及亏损范

围来有效减少干扰峰的产生，使分析效率大大提升。

已有研究表明，细胞色素Ｐ４５０１Ａ２、２Ｃ１９和３Ａ４
介导大黄素氧化［１８］，ＵＤＰ葡萄糖醛酸转移酶 ２Ｂ７
（ＵＧＴ２Ｂ７）介导大黄素葡萄糖醛酸化。ＵＧＴ２Ｂ７和多
药耐药蛋白２（ＭＲＰ２）的偶联导致大黄素生物利用度
低下［１９］，产生毒代动力学性别差异［２０］。可见大黄

素的药效和毒性与其代谢转化存在密切关系。本研

究利用ＨＰＬＣＨＲＭＳ采集数据，通过ＨＲＥＩＣ、ＭＭＤＦ
分析及文献调研全面识别和鉴定了大黄素的血浆暴露代

谢产物，共发现１８个体内代谢物，其中３个为首次发
现。研究表明，大黄素主要代谢途径为葡萄糖醛酸化、

磺化、羟基化等，确定大黄素的主要代谢位点，可为

后续大黄素的深度研究开发提供参考。本研究所建立

的高分辨质谱分析方法方便快捷，适用于药物代谢产

物的分析研究，可为药物体内分析提供技术保障。
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